急性早幼粒细胞白血病（APL）以t(15; 17）染色体异常为特征，近99％的患者存在PML-RARα融合基因[@b1]。随着全反式维甲酸（ATRA）、亚砷酸（ATO）及蒽环类化疗药物联合应用，APL患者的疗效和预后明显改善，但早期致死率仍近9%，主要是诱导治疗相关分化综合征（differentiation syndrome，DS）、出血及感染等所致[@b2]。DS存在异质性，不同患者转归不同，严重者可致早期死亡。近年来国外研究报道指出，初诊WBC、体重指数（BMI）≥25 kg/m^2^等为发生DS的危险因素[@b3]--[@b4]。列线图作为DS发生率预测模型，能综合所有有价值的危险因素，更具个体预测价值。目前关于个体化DS预测模型国内尚无文献报道，本研究我们我们通过回顾性分析130例APL患者发生DS的危险因素，构建适用于我国的DS预测系统，以帮助临床医师预测个体DS发生率，尽早制定干预策略。

病例与方法 {#s1}
==========

1．病例：回顾性分析2011年1月1日至2013年12月31日于我院诊治的136例初诊典型APL患者，其中6例入院后2 d内死亡（3例死于脑出血，2例死于弥漫性肺泡出血，1例死于DIC），另130例纳入建模分析。所有患者均接受骨髓细胞形态学、免疫学、细胞遗传学和分子生物学（MICM）分型并符合典型APL诊断标准[@b1]。

2．诱导方案：对于高危组患者，尤其初诊WBC异常增高者（≥20×10^9^/L），暂缓给予ATRA，行ATO单药诱导并联合蒽环类药物化疗，待肿瘤负荷下降\[WBC介于（5\~10）×10^9^/L）\]，再联合ATRA双诱导；中低危组均采用双诱导联合蒽环类药物化疗，所有患者巩固及维持治疗均参照APL危险分层治疗标准[@b1]。根据国外文献推荐[@b5]，依据诱导治疗期间是否采用激素预防DS将患者分成两组，其中56例采用激素预防DS（地塞米松10 mg/d，共10\~15 d），另74例未用激素预防DS。

3．DS诊断标准：DS诊断参照文献[@b3],[@b6]标准，症状体征包括不明原因发热、体重增加、呼吸困难、低血压、肾功能不全、多浆膜腔积液、胸部影像学检查提示间充质性肺浸润，符合以上7项中2\~3项，并排除肺部感染、肺出血、充血性心力衰竭等可能，诊断为轻度DS，符合4项以上诊断为重度DS。对于确诊DS的患者，均采用停ATRA并联合地塞米松（20 mg/d）治疗。

4．超重定义：根据2003中国肥胖问题工作组制定的《中国成人超重和肥胖症预防与控制指南（试用）》[@b7]，BMI ≥24 kg/m^2^为超重，\<24 kg/m^2^为未超重。

5．临床观察变量：包括患者性别、年龄、体能状态评分（ECOG评分）、BMI，初诊WBC、HGB、PLT，初诊外周血早幼粒细胞比例（含原始细胞），骨髓早幼粒细胞比例（含原始细胞），染色体核型，融合基因分类，血清乳酸脱氢酶（LDH），是否采用激素预防DS。

6．随访：通过电话、信件、病历登记系统等对所有患者进行随访，DS观察截止时间为诱导完全缓解（CR）或诱导期间任何原因导致死亡，末次随访时间为2016年3月14日，中位随访时间为46.5（0.4\~63.3）个月。疾病无进展生存（PFS）时间指诱导治疗达CR至疾病复发进展或其他原因死亡的时间，总生存（OS）时间指疾病确诊后至患者死亡或末次随访的时间。

7．统计学处理：采用SPSS 22.0软件进行分析。单因素分析采用卡方检验或Fisher精确检验分析分类变量，非参数秩和检验用于分析连续性变量；多因素分析采用Logistic回归模型，以*P*\<0.05认为差异有统计学意义，单因素分析中*P*\<0.05的变量进入多因素分析，采用逐步向后法选择最终变量，根据赤池信息量准则（AIC）确定最后引入模型的变量[@b8]。另外采用Kaplan-Meier法统计DS累积发生率、诱导期间新发感染率、PFS率及OS率。

最后采用R软件（Windows版3.2.4，<http://www.r-project.org/>）rms程序包建立列线图，引入最终进入多因素模型的所有变量，用C-index量化模型预测性能，绘制比较列线图预测与实际观察到DS发生率的校准图。采用Bootstrap法进行内部验证，重复取样1 000次，计算出C-index置信区间。

结果 {#s2}
====

1．患者一般特征：建模组APL患者共130例，男66例，女64例，中位年龄为39 (14\~72）岁。初诊WBC（0.32\~100.52）× 10^9^/L，PLT（3\~233）× 10^9^/L，高危组25例，中危组76例，低危组29例；外周血早幼粒细胞占0\~98%，骨髓早幼粒细胞占30%\~99%，单纯合并t (15; 17）染色体异常患者108例，附加其他异常9例，伴复杂异常核型13例；PML-RARα基因表型S型32例，L型98例。

130例患者初次诱导至CR中位时间为30 (11\~39) d, 6例出现诱导期死亡（4例死于肺出血，2例死于脑出血），诱导期病死率为4.6%；至诱导结束，共39例发生DS，DS总发生率为30.0%；其中，31例（23.8%）为轻度DS，8例（6.2%）为重度DS。136例APL患者中，早期死亡12例，早期病死率为8.8%，主要死因为凝血障碍导致重要脏器出血。

2．激素预防与DS发生：诱导期间，根据是否采用激素预防DS将患者分成两组，不预防组74例，32例（43.2%）发生DS, 30例（40.5%）合并不同程度新发感染；预防组56例，7例（12.5%）发生DS，17例（30.4%）合并不同程度新发感染；两组患者DS累积发生率差异有统计学意义（*P*\<0.001）；新发感染发生率差异无统计学意义（*P*=0.302）。

3．DS的危险因素：单因素分析结果显示，超重（BMI ≥24 kg/m^2^）（*P*=0.003）、血清LDH \>225 U/L（*P*=0.004）、未采用地塞米松预防（*P*\<0.001）、初诊时外周血早幼粒细胞比例（*P*=0.002）为初诊APL诱导治疗中发生DS的危险因素；但性别、年龄、ECOG评分、初诊WBC、HGB、PLT、骨髓早幼粒细胞比例、染色体及融合基因类型未显示对DS有明显影响（*P*值均\>0.05）（[表1](#t01){ref-type="table"}）。

###### 130例初治急性早幼粒细胞白血病发生分化综合征（DS）单因素分析

  因素                     例数          发生DS\[例（%）\]           *P*值
  ----------------------- ------ --------------------------------- ---------
  性别                                                               0.646
   男                       66              21（31.8）             
   女                       64              18（28.1）             
  年龄（岁）                                                         0.146
   \>39                     64              23（35.9）             
   ≤39                      66              16（24.2）             
  ECOG评分                                                           0.293
   0\~2分                   26              10（38.5）             
   3\~4分                  104              29（27.9）             
  体重指数（kg/m^2^）                                                0.003
   \<24                     58              25（43.1）             
   ≥24                      72              14（19.4）             
  WBC（×10^9^/L）                                                    0.072
   ≥20                      16               9（56.3）             
   ≥10\~\<20                9                1（11.1）             
   ≥5\~\<10                 18               6（33.3）             
   \<5                      87              23（26.4）             
  HGB（g/L）                                                         0.420
   \>100                    37              13（35.1）             
   ≤100                     93              26（28.0）             
  PLT（×10^9^/L）                                                    0.601
   \>40                     34               9（26.5）             
   ≤40                      96              30（31.3）             
  外周血早幼粒细胞（%）    130      36（0\~96）/ 10（0\~98）^a^      0.002
  骨髓早幼粒细胞（%）      130    86（50\~96）/ 86.5（30\~99）^a^    0.595
  染色体                                                             0.838
   单纯t（15；17）         108              32（29.6）             
   附加其他异常             22               7（31.8）             
  PML-RARα基因表型                                                   0.534
   L型                      98              28（28.6）             
   S型                      32              11（34.4）             
  乳酸脱氢酶（U/L）                                                  0.004
   \>225                    65              27（41.5）             
   ≤225                     65              12（18.5）             
  是否使用激素预防                                                  \<0.001
   是                       56               7（12.5）             
   否                       74              32（43.2）             

注：^a^发生DS组早幼粒细胞比例／未发生DS组早幼粒细胞比例，为使模型更具预测性并更加符合我国人群体质特点，我们将外周血、骨髓早幼粒细胞比例以连续性变量纳入分析

采用逐步Logistic回归模型进行多因素分析，结果表明BMI ≥24 kg/m^2^（*P*=0.010）、未用激素预防DS为发生DS的独立危险因素（*P*\<0.001）；DS发生与初诊外周血早幼粒细胞比例（*P*=0.051）及LDH水平（*P*=0.088）的关系虽然结果未显示有统计学意义，但存在一定相关性（[表2](#t02){ref-type="table"}）。

###### 初治急性早幼粒细胞白血病发生分化综合征多因素逐步回归分析

  因素                        系数    标准误   *Wald*值    *P*值    比值比（95%可信区间）
  ------------------------- -------- -------- ---------- --------- -----------------------
  外周血早幼粒细胞比例       0.015    0.008     3.802      0.051    1.015（1.000\~1.031）
  BMI（≥24/\<24 kg/m^2^）    1.153    0.448     6.632      0.010    3.169（1.317\~7.623）
  LDH（\>225/≤225 U/L）      0.828    0.486     2.908      0.088    2.290（0.884\~5.932）
  是否预防（是/否）          −1.793   0.508     12.434    \<0.001   0.166（0.061\~0.451）
  常量                       −1.719   0.454     14.363    \<0.001           0.179

注：BMI：体重指数

4．列线图预测模型的建立与评价：基于DS多因素分析结果，根据AIC最终模型选入4个变量：外周血早幼粒细胞比例、BMI、LDH及是否采用激素预防；整合此4个变量，采用R软件建立个体DS发生率预测的列线图（[图1](#figure1){ref-type="fig"}）。列线图预测DS发生率的C-index为0.818 (95% *CI* 0.741\~0.895），提示列线图预测DS发生率准确性高，校准图（[图2](#figure2){ref-type="fig"}）提示预测DS发生率及实际观察DS发生率相关性良好。

![用于分化综合征预测的列线图\
使用方法为将患者各变量在图中相应的轴上找到对应点，以该点作垂直于横轴的直线，该直线在分数轴上的交点读数为该变量的分数，将各变量的分数求和为总分，按照同样的方法，将总分在发生分化综合征风险轴上读数，读得分数即为该患者在诱导治疗期间发生分化综合征可能性](cjh-37-11-961-g001){#figure1}

![比较列线图预测与实际观察的分化综合征（DS）发生率校准图\
列线图预测的DS发生率与实际观察的DS发生率（绿线）接近理想的完全一致线（蓝线），且位于可接受的曲线（红色）内部。说明列线图预测DS发生率和实际观察的DS发生率有很好的一致性](cjh-37-11-961-g002){#figure2}

5．DS与预后：至随访终点，中位随访时间为46.5（0.4\~63.3）个月；39例发生DS的患者中，3例复发，5例死亡，PFS率及OS率分别为92.3％和87.2%；91例未发生DS的患者中，4例复发，3例死亡，PFS率及OS率分别为95.6％和96.7%；两组间PFS率及OS率差异均无统计学意义（*P*值均\>0.05）（[图3A、B](#figure3){ref-type="fig"}）。

![发生分化综合征（DS）对患者无进展生存率（A）及总体生存率（B）的影响](cjh-37-11-961-g003){#figure3}

讨论 {#s3}
====

APL是一种特殊类型的白血病，目前对其发病机制及治疗的研究已取得了极大的进展，初诊诱导CR率高达90％以上。APL初期治疗的主要并发症为凝血障碍和DS，随着联合蒽环类药物及大剂量地塞米松的应用，DS相关死亡率已控制在1％左右[@b9]。本组患者早期总死亡率为8.8%，主要死因为凝血障碍导致的重要脏器出血；与国外文献报道9％相符[@b2]。130例建模组患者初次诱导至CR中位时间为30 d，与文献报道相近[@b10]。

DS缺乏特异性诊断指标，采用不同的DS诊断标准，DS发生率波动于2%\~27%[@b3],[@b9]，本研究中DS发生率为30%，略高于国外文献报道，考虑与建模分析中剔除早期死亡病例有关。多数研究显示DS与初诊WBC显著相关[@b3],[@b9]，本研究中初诊WBC对DS发生无显著影响（*P*=0.072），与文献报道不符，考虑与本研究中初诊高危组患者早期采用ATO联合蒽环类化疗药物诱导，同时部分采用地塞米松预防有关，且国外报道初诊WBC多与重度DS关系密切，而本研究中重度DS仅占6.2%。国外研究报道指出外周血原始细胞\>70%、LDH增高、BMI≥25 kg/m^2^等可作为DS的预测因素[@b3]--[@b4]。考虑本研究中仅13.1%（17/130）的患者外周血早幼粒细胞\>70%，为使模型更具预测性并更加符合我国人群体质特点，我们将外周血早幼粒细胞以连续性变量纳入分析，并采用中国成人超重和肥胖症预防与控制指南推荐超重标准（BMI≥24 kg/m^2^）。单因素分析显示初诊外周血早幼粒细胞比例、LDH增高、采用激素预防及BMI≥24 kg/m^2^为DS的危险因素，多因素分析显示BMI≥24 kg/m^2^及未用激素预防DS为发生DS的独立危险因素，与文献报道基本一致。此外，采用文献[@b5]推荐的激素预防策略，能明显降低DS发生率，并未增加诱导期的感染发生率，非预防及预防组DS发生率分别为43.2％对12.5%，差异有统计学意义（*P*\<0.001）；两组间新发感染发生率分别为40.5％和30.4%，差异无统计学意义（*P*=0.302）。

列线图最初为1988年由Kattan等[@b11]引入肿瘤学研究，用于预测前列腺癌根治术后的复发率，可将Logistic或Cox回归结果图形化呈现，根据预测变量的值可以从图中很简便地得到因变量的大致概率值，同时能整合更多的危险因素，实现个体化预测并具直观性，易于临床医师和患者操作。验证预测模型主要有三种方法[@b11]--[@b12]：显性验证（apparent validation）、内部验证（internal validation）和外部验证（external validation）。本研究中对建模组列线图采用Bootstrap法进行内部验证，其C-index为0.818，此外校准图也显示预测DS发生率与实际观察DS发生率有良好一致性，均提示本研究中包含4个临床变量的列线图显示出较高的准确性。因本研究中APL病例相对较少，无法完成外部验证，同时为单中心回顾性研究，存在一定局限性；虽然目前无国内类似报道进行横向比较，仍需其他中心的数据加以验证。

综上，BMI≥24 kg/m^2^及未采用激素预防为APL诱导期间发生DS的独立危险因素，初诊外周血早幼粒细胞比例及LDH水平与DS发生相关。基于此4个临床变量建立的列线图预测DS发生率有较高的准确率，同时更直观且能实现个体化预测，具有推广价值。
